




MOLECULAR METHODS APPLIED TO THE RESEARCH




粒径微小(<5 ～ 10μm)的光能自养型浮游生物 ,它包
括所 有的微 微型浮 游植 物 (Picophy toplankton ,
0.2 ～ 2 μm)和部分微型浮游植物(Nanophytoplankton ,







作用 , 在微型生物食物网中 , 超微型浮游植物是重要
的初级生产者 ,在热带海域对浮游植物生物量贡献可




位 , 此外 , 超微型浮游植物在维持生态系统稳定性中
亦起着重要作用。超微型浮游植物由于其细胞微小 ,
细胞比表面积比较大 , 对环境变化的反应较为敏感 ,
可作为环境指示生物 。
据 Partensky等 1997年报道 , 超微型浮游植物个
体微小 ,一般为球藻或具鞭毛藻 ,形态特征较难分辨 ,
而且不同的培养条件下它们的形态特征存在着差
异 。另外 ,在超微型群落中 ,多数种类的微型生物无法
进行纯化培养 ,因此难以用一些经典的分析方法来研











原核生物核糖体的 16S rRNA 基因 , 是最早应用
于海洋学研究的核酸分子 , 也是目前应用得最多的序
列 。1990年 , Giovannoni等应用 PCR方法来扩增分析
16S rRNA基因 ,初步建立了马尾藻海浮游细菌系统发
生树 。
虽然任何基因可以作为分子标志 , 但是 , 16S
rRNA基因有其特殊的优点:(1)rRNA基因在所有的
细胞生物中均存在 [ 3] , 同时具有相嵌的高度保守区域
和可变异或高度变异的区域
[8 ] , 所以可以根据不同水
平的分类来设计PCR引物 ,准确地确定物种之间的亲
缘关系 ,特别是对于较远的亲缘关系 。(2)现已建立了
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图 1 16S～ 23S间隔区代表模型及其功能区域结构
用 。(3)核糖体在细胞中大量存在 ,其生物合成量正比
于细胞生长速度 , 在生态学研究中 , 很容易用专一性
分子探针筛选 rDNA分子
[3 ] 。
1.1.2 16S ～ 23S间隔区序列
利用 16 S来研究原核生物的多样性仍然存在一
些缺陷 ,原因如下:(1)16 S基因分子大小较为恒定的
(长度一般为 1 550±200 bp),这样不同的基因就不能
通过大小来区分开来 。(2)尽管 16 S序列具有高度变
异的区域 , 但是对于许多亲缘关系较近种群而言 , 其
无法提供有效的区分标记 , 比如相同属内的种 , 对蓝
藻来说 , 16 S rRNA可用于鉴定种以上的株系 ,但对于
种以下水平 ,分辨率不够 [ 3]。
相对来说 ,大分子 rRNA即 16S rRNA和 23S rRNA
基因之间的间隔序列是一个特殊的区域 ,具有较高的









在 16S与 23S之间 ,以及 23S与 5S之间存在着不
同长度的间隔区。这种间隔区的大小可因不同的物种
而变化 ,这种长度上变化主要是由于在间隔区中存在
着多种功能单位 , 如 tRNA基因 , 在已研究的多数微
型生物的间隔子发现 [3 ] 。这个区域还有其它的一些功






现象 , 而这种序列的变化对其生长并没有影响 , 理论
上可以表现较大的多样性 。同时 , 在亲缘关系较近的




方面 , 可以利用一个定位于 16S基因的引物扩增得到
16S-23S间隔区的克隆 。由于现在已经有较为丰富的
16S 基因序列库 , 而已知的 5S与 23S的基因序列较







系统 II集光色素的主要载体 。整个 PC启动子包括编
码 2个后胆色素亚基的基因 ,以及 3个连接多肽 。在 2
个后胆色素亚基之间的间隔区 (IGS), 是一个高突变













chlorophyll a/b-Protein)进行测序 , 发现两种原绿球藻
pcb序列之间的同源性仅有 76%, 这表明不同深度的
原绿球藻群落间存在着较大的多样性距离 。Hess 1995





缘关系 。Urbach 等 1998年利用流式细胞分选仪分选




同原核生物一样 , 18S rRNA基因序列是真核超微
型浮游生物遗传多样性研究的主要靶位序列 。通过
18S rRNA基因测序 , 鉴定不同分类水平的特异性区
域 , 并设计出不同分类水平的寡核苷酸探针进行杂
交 ,识别出特异性的种群 , 目前已经利用 18S rRNA基
因序列设计出从界到种水平的特异性探针(表 1)[8 ] 。
Kooistra等利用 18S rRNA基因序列研究硅藻的起源与
多样性 ,提出与硅藻形态分类不同的分类方式 。
核糖体 18S rRNA和 24S rRNA基因的转录间隔区
研究综述
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ITS(Internal Transcribed Spacer), 是国际上公认的生物
各类群属下种间水平比较研究的一个很好的分子指
标 ,已经在动物 、被子植物 、绿藻等方面得到广泛的应
用 。Adachi等以 rDNA TTS区作为多样性指标对日本
海域和中国海域的甲藻 Alexandrium catenella 与
Alexandrium tamarense 不同地理株进行分析 , 认为这
些海域 Alexandrium属间不同种间序列存在显著差










资金 , 不适用于快速多样性分析 、群落水平或数目较
多的样品分析 [5 ] 。一般来说 , 通过测序得到的序列数
据可以进行遗传水平多样性分析 ,而这些序列数据可
以补充现有的数据库 ,增加多样性信息 。
Medlin等通过 16S rDNA测序比较中肋骨条藻 4







的 16S rRNA基因的长度较稳定 , 琼脂糖电泳不能将
相同大小的不同 DNA分子区分开来 。而 DGGE能够
将大小相似的不同序列 DNA区分开 , 得到纯化的单
种 16S rDNA ,以便进行测序 。Nubel等 1997年把蓝藻
DNA通过 PCR扩增后 ,将蓝藻 rRNA基因片段有选择




空动态变化 。通过 DGGE可以得到整个群落 16S rRNA
序列的电泳图谱 , 通过不同 DGGE图谱比较可以了解
群落的结构变化和时间空间变化程度 。据 Santegodes






究 [12 ] 。Schauer 2000年通过形态分析 、DGGE 、类胡萝卜
素分析三种方法比较 [10 ] ,认为 DGGE对于群落样品中





个碱基的 16S rDNA片段 。一种更简便的群落印迹技
术是 RISA(rDNA 间隔区序列分析), 它利用 16S ～ 23S
间隔区大小变异显著的特点 ,通过大小差异来得到整
个群落的琼脂糖电泳谱图 。Amann等 1995年对地中
海不同深度的浮游细菌水样进行 RISA分析 , 证实时
细菌种群结构随深度不同的变化 , 这个结果与 Acinas
等 1997年应用 ARDRA(扩增 rDNA限制分析)技术得
到的结果相似 。
2.3 RADP的应用
RADP(Random Amplified Polymorphic DNA 随机扩
增多态性 DNA), 由 1990年Williams等人创立 , 用于
分析生物基因组的遗传多样性 , 它使用一系列具有
10个碱基的随机引物 , 对基因组的 DNA全部进行
PCR扩增 。若遗传特性存在差异 ,经 PCR扩增后表现
其差异性 。RAPD的研究不需要合成特定序列的引
物;具有高效性与灵敏性 , 能在短期内获得大量的多
态性 DNA片段 ,只要遗传特异性发生变化 , 即使亲缘
关系很近的个体也能认别 。
Neilan在原 RAPD的基础上加以改良 , 即一般
RAPD使用单引物 ,而新方法则使用双引物 ,提高了重
复性 , 获得高度重复性的 RAPD图案 ,将 11个形成水
华与产毒的蓝藻株系通过 8个单引物和 1个双引物
的 PCR反应得到每个株系的遗传距离 。 Jensen等用







RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism , 限
制性片段长度多态性)是 Grodzicker在 1974年创立
的 , 主要原理是由于生物种群之间染色体结构或碱基
的改变使 DNA片段的酶切位点发生变化 , 用限制性
内切酶切割改变的 DNA ,则产生长短 、种类 、数目不同
的限制性片段 。这些片段经聚丙烯酰胺电泳分离后 ,
在凝胶上呈现不同的带状分布 , 具有差异性的 DNA
片段可通过 Southern杂交检测出来 。然后利用 South-
ern转移将带状分布 DNA 移到膜上去 , 再利用探针进
行杂交后 , 洗去多余探针 , 经放射性自显影即可得到
靶 DNA 。
Neilan等 1995年采用 RFLP 分析方法来鉴定蓝
藻的株系 ,其先运用 PCR扩增出 PC启动子 ,再运用 9
种限制性内切酶进行酶解反应;Scanlan 等利用光合
基因 rbcL , rbcS , woxA , psbA制备的探针来进行 South-
ern杂交 ,鉴别比较不同潮流深度中的原绿球藻;陈月
琴等 1999年应用 PCR与 RFLP结合对我国南海的有
毒赤潮藻进行了分子鉴定 。
2.5 原位杂交(ISH)




传多样性 。一般来说 , 原位杂交的特异性基因序列采
用 rRNA序列(原核为 16S rRNA ,真核为 18S rRNA)。
由于 ISH方法依赖于细胞内特异性目标的数目来提
供可检测的信号 , 而许多自然环境中生长缓慢或休眠
的微型生物的 rRNA分子较少 ,会影响信号的强弱 。所
以多数定位于 rRNA探针的应用技术被限定于研究营
养相对丰富环境下的浮游微型种群 。目前也利用多
rRNA定位荧光探针 , 多核糖体核苷酸探针 ,或更紧密





用 18S rRNA 探针原位杂交的技术来研究真核超微浮
游植物的生物多样性;他们在分析 18S rRNA的特异
性片段序列的基础上 , 设计一个与特异性片段互补的





原位反转录(ISRT , in situ Reverse Transcription)是
Chen等 [4 ,5 ]建立的一种应用于水体中原核生物遗传多
样性与活性分析研究的方法 。在完整的原核细胞中 ,
导入与特定 16S rRNA或 mRNA序列互补的荧光标记
寡核苷酸引物 , 在反转录酶作用下 , 每个细胞产生带




感性 。Chen等应用定位于 16S rRNA特异性区域的引
物 , 通过 ISRT检测和计量出复杂细菌群落中两种木
质素降解菌 Microbulbifer hydrolyticus IRE-31 and Sagit-
ula stellata E-37 [4 ] 。









录的 mRNA , 检测 Azotobacter vinelandii的 nifH基因和

























物光学特性 , Li 1997 年提出细胞粒径多样性






染色剂 、寡核苷酸荧光探针的细胞 , 可作为原位杂交
的高效检测器 。Simon等运用流式细胞技术来检测真
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